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Resumen  
 
El cáncer de mama constituye la principal neoplasia que se presenta en la 
mujer. Para el estudio de esta enfermedad se emplean frecuentemente 
modelos murinos, sin embargo el microambiente tisular del sitio de 
inoculación del tumor juega un papel fundamental en el posterior 
desarrollo de la neoformación y por tanto en los resultados 
experimentales. En este trabajo nos propusimos como objetivo determinar 
la influencia del sitio de inoculación sobre la morfología, crecimiento y 
metástasis espontáneas en un modelo murino de cáncer de mama. Para 
desarrollar nuestra investigación se utilizaron ratones BALB/c hembras 
jóvenes a las cuales se les inocularon células de F3II por vía subcutánea 
(ectópico) y directamente en la glándula mamaria (ortotópico). 
Transcurridos 35 días se practicó la eutanasia y se estudiaron las 
características morfológicas y metástasis espontáneas de los tumores 
inoculados en su tejido de origen respecto a los que se implantaron en el 
subcutis. Los resultados obtenidos evidenciaron semejanzas en la morfo-
histología y metástasis espontáneas cuando las células son inoculadas en 
la glándula mamaria o en el tejido celular subcutáneo, sin embargo se 
encontró una mayor velocidad de crecimiento en las células inoculadas por 
vía ortotópica respecto a los tumores inoculados en el subcutis. Los 
hallazgos realizados sugieren que la inyección del carcinoma F3II tanto 
por la vía ortotópica como por la subcutánea en ratones BALB/c permite 
obtener un modelo útil para el estudio del cáncer de mama. 
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Abstract 
 
Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in women. Mouse 
models of mammary cancer permit experimental evaluation of the 
behavior and biology of disease, although tumour host microenvironment 
plays an important role in tumour development and therefore in 
experimental results. In this study, we aimed to examine the influence of 
tumour host environment on tumour development and pathophysiology in 
mouse breast tumor model. For experimental purpose we compared the 
growth, morphology and metastatic spontaneous spread of F3II mammary 
carcinoma cells subsequent to breast (orthotopic) or subcutaneous 
(ectopic) implantations in young females BALB/c mice. All animals were 
sacrificed after 35 days followed by macroscopical and histological 
evaluation of local invasion or regional or distant metastasis. In all 
animals, tumour histology and spontaneous metastases became similar, 
however orthotopic F3II tumour showed faster growth as compared with 
subcutaneous tumours. These data suggest that injection of F3II breast 
cancer cells in both sites (orthotopic or ectopic) into the BALB/c mouse 
may provide a valuable model to study the biology and therapy of human 
breast cancer. 
 
Keywords: breast cancer | mice | host microenvironment | metastases.  
 
 
INTRODUCCION 
 
El cáncer de mama constituye la principal neoplasia que se presenta en las 
mujeres 
1, 2 y representa el 18,4% de todas las localizaciones.
3 En el 
mundo anualmente se reportan 999.000 casos de este tipo de cáncer y 
por esa causa mueren 375.000 mujeres. 
4  
 
Para el estudio del cáncer de mama se han empleado modelos in vitro e in 
vivo, siendo los últimos los más utilizados, ya que permiten analizar las 
complejas interacciones que se producen en el organismo, tales como 
respuesta inmune, angiogénesis y otros. Entre los modelos in vivo, los 
ratones sanos intactos a los que se les trasplantan tumores constituyen 
los instrumentos preferidos por la mayoría de los investigadores ya que se 
asemejan a la biología de los humanos en muchos aspectos 
5. Estos 
modelos constituyen una fuente única de material para el análisis 
biológico de los elementos moleculares y celulares de la transformación 
neoplásica, tumorigenesis y desarrollo de metástasis. 
 
Los modelos de trasplante subcutáneo (ectópico) se han usado 
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ventaja, sobre los métodos in vitro, de reproducir la arquitectura del 
tumor original, sin embargo en ocasiones no reflejan la interacción real 
con el microentorno tumoral y no reproducen la diseminación metastásica 
6, 7. En la actualidad numerosos autores han planteado que el 
microambiente tisular del sitio de inoculación del tumor juega un papel 
fundamental en el desarrollo de la neoformación y por tanto en los 
resultados experimentales, por lo que existe una tendencia creciente al 
uso de los trasplantes ortotópicos, los cuales reproducen más fielmente el 
comportamiento biológico del tumor original y su patrón de invasión y 
diseminación metastática en diversos carcinomas. 
8-10 
 
El carcinoma sarcomatoide mamario F3II ha sido propuesto como un 
modelo adecuado para evaluar compuestos antitumorales con efecto 
antiinvasivo, antimetastásico y antiangiogénico
11, del cual se conocen los 
aspectos referentes a latencia, crecimiento tumoral, metástasis, 
invasividad local, angiogénesis y resistencia a hormonas. Este modelo ha 
sido empleado para efectuar estudios preclínicos de agentes antiinvasivos 
y antiangiogénicos mediante la inoculación de las células tumorales en el 
tejido celular subcutáneo de ratones BALB/c. 
12-14, pero teniendo en 
cuenta las diferencias que pueden existir debido al microambiente tisular 
sobre el comportamiento de la neoplasia nos hemos propuesto como 
objetivo de este trabajo estudiar el efecto del sitio de inoculación del 
tumor sobre la morfología, crecimiento y metástasis espontáneas para el 
establecimiento de un modelo murino de cáncer de mama. 
 
MATERIALES Y METODOS 
 
1. Animales 
 
Se emplearon ratones de la línea BALB/c/cenp hembras, nulíparas, 
jóvenes (4 a 8 semanas). Los animales, clínicamente sanos y de categoría 
higiénico sanitaria Libres de Gérmenes Patógenos Específicos (SPF), 
fueron certificados por la División de Roedores Gnotobióticos del Centro 
Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB). 
Todos los estudios se realizaron según protocolos aprobados por el Comité 
Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio del 
CENPALAB y el Centro de Inmunología Molecular. El experimento se repitió 
tres veces y en cada réplica todos los grupos estuvieron integrados por 10 
animales 
 
1.1. Recepción, readaptación y distribución por grupos 
 
Los lotes de ratones se recepcionaron e inspeccionaron clínicamente por el 
Médico Veterinario del área de experimentación animal, verificando la 
información del Certificado de Calidad que los acompañaba. Los animales 
se distribuyeron al azar y fueron sometidos a un período de readaptación 
de 7 días para lograr la homeostasis de todos los parámetros fisiológicos y 
la adaptación al nuevo ambiente. 
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1.2. Condiciones de mantenimiento 
 
Los experimentos se realizaron en salas protegidas por barreras físicas, en 
condiciones controladas, con temperatura: 22 ±2 ºC, humedad relativa: 
65-80%, 12 cambios de aire/hora y un fotoperíodo de 12/12 h. 
 
Los animales se alojaron en cajas plásticas de policarbonato tipo T3, con 
tapas de rejillas de metal inoxidable cambiables. Las cajas se identificaron 
mediante tarjetas. 
 
El agua se suministró en biberones de policarbonato de 500 mL, con 
pipeta de acero inoxidable, mientras que el alimento pelletizado, fórmula 
EMO 1001 (CENPALAB, La Habana, Cuba) fue colocado en la tolva de la 
caja a razón de 35 gramos semanales. Todos estos materiales fueron 
esterilizados mediante autoclave a 121 ºC durante 20 minutos y 
suministrados ad libitum.  
 
2. Línea celular 
 
La línea celular utilizada fue el carcinoma sarcomatoide F3II, la cual fue 
establecida a partir del clonaje de un tumor mamario aparecido 
espontáneamente en ratones BALB/c. 
11 
 
Las células fueron descongeladas y mantenidas en medio D-MEM (Life 
Technologies. Gaithersburg, MD) suplementado con suero fetal bovino al 
10% y mantenidas a 37 °C en una atmósfera aérea con CO2 al 5%. Las 
células para inyección fueron cosechadas de cultivos de monocapa, 
mediante un tratamiento con tripsina al 0.25% (Life Technologies. 
Gaithersburg, MD), lavadas una vez y resuspendidas en 200 µL de 
solución PBS para su inoculación en los animales el día 0 del experimento, 
con previa verificación, mediante la técnica de Tripan azul, que la 
viabilidad celular fuera mayor del 90%. 
 
Se utilizó una concentración celular de 2 X 10
5 para la administración por 
vía subcutánea en el flanco derecho y 5 X 10
4 para la vía ortotópica: en el 
lugar de donde es originario el tumor (mama), teniendo en cuenta que 
con estas cantidades de células se logra inducir el desarrollo del tumor en 
el 100% de los animales inoculados, con un crecimiento lento de la 
neoformación que facilita la evaluación de las terapias (Centro de 
Inmunología Molecular, datos no publicados) 
 
3. Determinaciones realizadas 
 
3.1. Observaciones clínicas  
 
Después de la administración de las células tumorales se realizaron 
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cualquier signo clínico manifiesto y detectar las muertes que se 
produjeran.  
 
El peso corporal se midió el día del inicio y semanalmente hasta el final 
del estudio, utilizando una balanza digital Sartorius.  
 
3.2. Mediciones del tumor primario 
 
A partir de los 7 días y cada dos días después de inoculado el tumor se 
efectuó palpación de la zona donde se inocularon las células para detectar 
la presencia de masas atribuibles al tumor inyectado y establecer el 
tiempo de latencia en la aparición del tumor de cada grupo.  
A partir del día 16 y cuando los tumores superaron los 3 mm de diámetro, 
se midió la longitud mayor y menor del tumor (mm) de cada animal dos 
veces a la semana, utilizando un pie de rey. 
 
4. Exámenes de patología 
 
El día 35 después de la inoculación de las células de carcinoma mamario 
F3II se practicó la eutanasia de todos los animales para lo cual se 
narcotizaron con éter dietílico, posteriormente se desangraron por incisión 
de la vena femoral y finalmente se aplicó la dislocación cervical.  
 
Se realizó la evaluación anatomopatológica de los ratones, examinando 
cuidadosamente el aspecto externo, así como todas las cavidades y 
órganos.  
 
Se tomaron muestras de corazón, timo, hígado, bazo, ganglios linfáticos 
mediastínicos, médula ósea (esternón) y tumor primario de los animales, 
las cuales fueron preservadas en formol neutro al 10% para su posterior 
inclusión en parafina, corte, coloración con hematoxilina eosina y estudio 
anatomopatológico.  
 
Los pulmones fueron disecados y fijados en solución Bouin durante 24 
horas para contar, bajo un estereoscopio Opton, las metástasis 
subpleurales presentes en la superficie de cada lóbulo según la 
metodología establecida anteriormente.
15 Posteriormente fueron incluidos 
en parafina, cortados y teñidos con hematoxilina eosina para su estudio 
histopatológico. 
 
5. Análisis estadístico 
 
Se empleó el paquete estadístico SPSS, Statistical Package Scientific 
System for Windows, 1992; Versión 10.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL) para el 
procesamiento de los datos, estableciendo un nivel de confianza del 95% 
en la interpretación de los resultados. 
 
Los datos fueron comparados entre grupos; para lo cual se estudió si los 
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Kolmogorov-Smirnov y si cumplían con la homogeneidad de varianza por 
la prueba de Levene. 
 
Para determinar si hubo diferencias significativas entre grupos, se realizó t 
de Student o su similar no paramétrico U de Mann-Whitney, mientras que 
para evaluar el tiempo de prendimiento de los animales se empleó la 
curva de Kaplan-Meier con la prueba Logrank. La incidencia de metástasis 
pulmonares espontáneas fue comparada utilizando la prueba X
2  
 
RESULTADOS 
 
1.  Efecto del microambiente tisular del sitio de inoculación del 
tumor en el crecimiento del carcinoma mamario F3II. 
 
Durante el estudio no se encontraron diferencias entre los grupos en 
cuanto a mortalidad y peso corporal (Datos no mostrados). A partir de los 
7 días y cada tres días después de inoculado el tumor se realizó palpación 
del sitio de inyección detectando un incremento de volumen localizado, de 
consistencia aumentada, lo que demostró el esperado desarrollo del tumor 
en esos animales. No se encuentran diferencias significativas en el tiempo 
de latencia del tumor (Figura 1) entre los animales que recibieron las 
células por vía ortotópica y subcutánea según la curva de Kaplan Meier, 
prueba de Logrank. 
 
 
Figura 1. Días de latencia del carcinoma mamario F3II en ratones BALB/c inoculados 
con 5 X 10
4 células por vía ortotópica y 2 X 10
5 células por vía subcutánea. No se 
encontraron diferencias significativas. Prueba de Logrank. 
 
Respecto al crecimiento del carcinoma mamario F3II (Figura 2), no 
existieron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos, el 
tumor creció de forma semejante en todos los animales, 
independientemente de la vía por la cual se inocularon las células. 
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Figura 2. Cinética de crecimiento del carcinoma mamario F3II en ratones BALB/c 
inoculados con 5 X 10
4 células por vía ortotópica y 2 X 10
5 células por vía 
subcutánea. No se encontraron diferencias significativas. Prueba no paramétrica U 
de Mann Whitney. 
 
2.  Efecto del microambiente tisular del sitio de inoculación del 
tumor en la morfología del carcinoma mamario F3II. 
 
El estudio histológico del tumor primario reveló  la presencia de una masa 
compacta, con escaso estroma de tejido conectivo, con células fusiformes, 
de núcleo alargado, claro, con varios nucleolos y células de núcleo 
redondo u ovalado, claro, con numerosos nucleolos y algunas células de 
núcleo muy grande e hipercromático. En su interior se aprecian extensas 
zonas de necrosis con focos de calcificación y abundantes imágenes de 
mitosis, frecuentemente anormales, sin que se evidencie infiltración 
linfocitaria intratumoral. En la periferia de esta neoplasia abundan los 
macrófagos y fibroblastos, observándose además algunos linfocitos y 
leucocitos polimorfonucleares neutrófilos (Figura 3). Por sus 
características morfológicas fue clasificado como un carcinoma de células 
fusiformes. 
 
Es importante señalar que el tumor evidenció similar patrón histológico 
cuando creció en el subcutis de los animales y cuando se implantó 
directamente en la glándula mamaria, con la particularidad de que en el 
segundo caso el tejido mamario fue sustituido totalmente por el 
carcinoma. 
 
En ambos grupos experimentales el tumor mostró gran capacidad de 
invasión de los estratos adyacentes; en la mayoría de los casos infiltró la 
dermis y epidermis, afectando además el tejido muscular y adiposo del 
subcutis, llegando en algunas ocasiones a invadir la pared abdominal y/o 
rodear las últimas costillas y la columna vertebral, aunque a partir del día 
20 comenzaron a observarse úlceras en la superficie del tumor de algunos 
animales inoculados por vía subcutánea, debido a la invasión de la dermis 
por las células malignas, provocando necrosis de la epidermis.  
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Figura 3. Carcinoma mamario F3II. (A) Presencia de células fusiformes, de núcleo 
alargado, claro, con varios nucleolos y  células de núcleo redondo u ovalado, claro,  
sin infiltración linfocitaria. H/E 200X. (B) Abundantes macrófagos y fibroblastos, así 
como algunos linfocitos y leucocitos polimorfonucleares neutrófilos en la periferia del 
tumor primario. H/E 400X. 
 
 
3.  Influencia del microambiente tisular del sitio de inoculación 
del tumor en las metástasis espontáneas inducidas por el 
carcinoma F3II. 
 
Durante el examen macroscópico, sólo se encontraron metástasis espontáneas en 
los pulmones, las cuales se observaron como pequeños focos elevados, de color 
gris blanquecino y bordes irregulares, localizadas subpleuralmente (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Nódulos metastásicos 
espontáneos (↑) en pulmones de 
ratones BALB/c inoculados con células 
de carcinoma mamario F3II. 
 
 
 
 
No se detectaron diferencias estadísticamente significativas en la incidencia ni en el 
conteo de metástasis en los ratones a los cuales se les implantaron las células 
tumorales por vía ortotópica o subcutánea. (Figura 5). 
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Figura 5. Incidencia (A) y conteo (B) de metástasis pulmonares espontáneas en 
ratones BALB/c inoculados con células de carcinoma mamario F3II (5 X 10
4 células 
por vía ortotópica y 2 X 10
5 células por vía subcutánea). La barra horizontal 
representa la mediana del grupo. No se encontraron diferencias significativas. 
Prueba X
2 y no paramétrica U de Mann Whitney. 
 
El estudio histológico de los pulmones corroboró en todos los grupos la presencia de 
metástasis tumorales, las cuales se caracterizaron por mantener un patrón celular 
semejante al carcinoma que les dio origen. Estas masas tumorales se observaron 
perivascular y peribronquialmente, en la pared alveolar o subpleurales (Figura 6). 
 
     
   
Figura 6. Focos metastásicos (↑) de carcinoma mamario F3II en pulmones (H/E 
100X), los cuales se localizan perivascularmente (A), peribronquialmente (B), en la 
pared alveolar (C) o subpleurales (D). Estos tumores mantienen un patrón celular 
semejante al carcinoma que les dio origen (E) (H/E 400X) 
 
En ambos grupos de animales portadores de tumores se evidenció una ligera 
pleuritis fibrinosa, caracterizada por engrosamiento de la pleura, infiltrado de células 
inflamatorias y presencia de hilos de fibrina; lo cual está muy relacionado con 
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En la luz vascular de ambos grupos se encontraron con frecuencia algunas células 
tumorales y abundantes leucocitos polimorfonucleares neutrófilos, lo que demuestra 
la diseminación del tumor por vía sanguínea. Por otra parte, en el examen 
macroscópico se encontró un aumento de tamaño de los ganglios linfáticos 
mediastínicos en los ratones portadores de tumor, mientras que los linfonodos de 
otras localizaciones no mostraron alteraciones aparentes. El estudio histológico 
reveló la infiltración de estos órganos linfoides con células tumorales, las cuales 
muestran un patrón semejante al descrito en el tumor primario. Estos resultados 
corroboran que en este modelo, independientemente del sitio de inoculación del 
tumor, la diseminación del tumor a los pulmones se realiza tanto por la vía 
hematógena como por la vía linfática.  
 
 
DISCUSION 
 
En este estudio se realizó la caracterización morfopatológica del carcinoma 
mamario F3II en ratones BALB/c, determinando la influencia del sitio de 
inoculación del tumor sobre la morfología, crecimiento y metástasis 
espontáneas; para lo cual se comparó el desarrollo de los tumores 
implantados en el subcutis y en la mama para el establecimiento de un 
modelo murino de cáncer de mama. 
 
Algunos autores plantean la necesidad de utilizar la vía ortotópica cuando 
se desarrollan estudios con tumores trasplantables, ya que se han 
encontrado diferencias en la velocidad de crecimiento, tumorigenicidad, 
características morfológicas, metástasis pulmonares y otras características 
de los tumores inoculados en sus tejidos de origen (ortotópicos) respecto 
a los que se implantaron en otras localizaciones (ectópicos) 
16,17. Estas 
diferencias pueden ser motivadas por la existencia de interacciones con el 
estroma tumoral 18; por efectos endocrinos, entre los que se encuentran 
la estimulación autocrina, paracrina y endocrina que se ejerce sobre las 
células tumorales 
19, 20; así como por la heterogeneidad de los tumores en 
sus propiedades biológicas, bioquímicas e inmunológicas 
21. 
 
En nuestro caso los resultados obtenidos no evidenciaron diferencias 
significativas en el período de latencia ni en el crecimiento tumoral cuando 
las células son inoculadas en la glándula mamaria o en el tejido celular 
subcutáneo. Estos resultados podrían atribuirse a que se inoculó mayor 
cantidad de células por vía subcutánea que ortotópica, teniendo en cuenta 
que en la mama existen factores de crecimiento, estímulos hormonales, 
comunicación intercelular e interacciones entre las células y su matriz 
extracelular 
19, 20 ; todo lo cual trae consigo un crecimiento más rápido de 
las células inoculadas por vía ortotópica. 
 
El hecho de no haber encontrado diferencias en el tipo histológico del 
tumor, la invasividad, ni en la ocurrencia de metástasis espontáneas 
puede ser debido a las características propias del carcinoma F3II, el cual 
se obtuvo a partir de la clonación del tumor espontáneo M3, por lo que es 
un exponente de los “clones dominantes” del tumor heterogéneo, con REDVET. Revista electrónica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504 
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ventajas adaptativas respecto a la línea parental 
11. Resultados similares 
han sido descritos anteriormente por algunos investigadores 
22, 23, quienes 
lograron obtener variantes altamente metastásicas e invasivas mediante 
la manipulación genética de tumores espontáneos.  
 
Respecto a las metástasis espontáneas, los tumores F3II presentan una 
capacidad de generar metástasis pulmonares en la mayoría de los 
animales inoculados, aunque la cantidad de focos metastáticos en cada 
animal es baja 
11; en nuestro análisis se encontró una incidencia de 
metástasis pulmonares espontáneas superior al 60%, mientras que el 
conteo osciló generalmente entre 0 y 5 focos metastáticos por animal, lo 
que demuestra que el modelo se comportó según lo descrito 
anteriormente. 
 
El hecho de no haber encontrado metástasis espontáneas en otras 
localizaciones podría deberse a que el pulmón posee un microambiente 
que previene la apoptosis de las células metastásicas de F3II y por lo 
tanto favorece su supervivencia, posiblemente por la modulación de la 
expresión de la familia de proteínas Bcl-2. 
24 
 
Los hallazgos realizados durante nuestro estudio permiten postular que 
para la modelación del cáncer de mama utilizando el carcinoma mamario 
F3II resulta efectiva tanto la vía ortotópica como la subcutánea inoculando 
5 X 10
4 y 2 X 10
5 células por animal, respectivamente; como resultado de 
lo cual, alrededor de los 35 días posteriores a la implantación de las 
células se desarrolla un carcinoma sarcomatoide de células fusiformes con 
una gran invasividad de los tejidos aledaños y una alta incidencia de 
metástasis pulmonares. 
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